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Microbioma

* TEMA ATUAL!!I

e PublQed
e PubMed: “microbiome”

—2011-2016 => 18.000 resultados
—1956-2016 =~ 23.000 resultados




Microbioma

» TEMA ATUAL!!! Publmed
e PubMed:
— Microbiome, feline, nutrition = 24
resultados

— Microbiome, canine, nutrition = 34
resultados



Avancos Tecnologicos

-

Pequeno numero de
bactérias cultivadas

Incompleta
identificacao de
microorganismos
Inexisténcia da
avaliacao da funcao
microbiana

~

/- Disponibilidade de -

varias técnicas
moleculares

e Custo mais accessivel

e Desenvolvimento de
plataformas para
analise de dados e
bioinformatica




Avancos Tecnologicos

* |dentificacao mais
efetiva da microbiota

* |nvestigacao da funcao
microbiana
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Terminologias

> 16SrRNA
> gene

¥ Microbiota metabolites ¥ Host metabolites
@ Microbiota protein @ Host protein

Nature Reviews | Urology

Whiteside et al., 2015




Terminologias

16S rRNA
gene

¥ Microbiota metabolites ¥ Host metabolites

. ~ n . @ Microbiota protein @ Host protein
Identificacao taxon6mica

dos microorganismos em Nature Reviews | Urology
um ambiente. Geralmente

usando sequenciamento

16S rRNA gene Whiteside et al., 2015




Terminologias

crobio

]

] ¥r Microbiota metabolites ¥ Host metabolites
A quatidade total DNA que e microbiota protein ® Host protein

pode ser extraida de um
determinado ambiente.
Pode utilizar
sequenciamente 16S rRNA
ou shotgun/ WGS

Identificacao taxon6mica
dos microorganismos em
um ambiente. Geralmente
usando sequenciamento
16S rRNA gene

Nature Reviews | Urology

Whiteside et al., 2015




Terminologias

Identificacao taxon6mica
dos microorganismos em
um ambiente. Geralmente
usando sequenciamento
16S rRNA gene

Whiteside et al., 2015

A quatidade total DNA que
pode ser extraida de um
determinado ambiente.
Pode utilizar
sequenciamente 16S rRNA
ou shotgun/ WGS

A totalidade dos
microorganismos e seus
materiais genéticos
(potencial funcao) em um
ambiente. Geralmente

determinado por shotgun/
WGS.




Microbioma

* Ecosistema complexo e diversificado
— Bactéria
— Arquea
— Fungos
— Virus

 Variacao individual e entre individuos




PC2 (4.4%)

Diversidade da Microbiota
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Diversidade da Microbiota

B Fimicutes
B Acinobactena
B sacwercidons
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Diversidade da Microbiota

Dorsal perianal Dorsal lumbar Concave pinna Conjunctiva Dorsal nose

S
A

Groin Axilla Interdigital 4&5 Lip Commissure Periocular Nostril

Proteobacteria

W Enterobacteriaceae

W Moraxellaceae

W Neisseriaceae

W Oxalobacteraceae
Pasteurellaceae
Pseudomonadaceae
Other Proteobacteria
Actinobacteria

W Corynebacteriaceae

W Nocardioidaceae
Propionibacteriaceae
Other Actinobacteria
Firmicutes

W Bacillaceae

W Clostridiaceae

W Staphylococcaceae
Streptococcaceae
Other Firmicutes
Bacteroidetes

B Bacteroidaceae

W Paraprevotellaceae

¥ Other Bacteroidetes

B Fusobacteria

' Other phyla

Figure 4. Bacterial phyla and families in healthy dogs. Average of most common bacterial phyla and families identified in different sites in the

skin of healthy dogs. Hoffman et al., 2014

doi:10.1371/journal.pone.0083197.g004



Diversidade da Microbiota

Chao 1

| Allergic B Healthy
Hoffman et al., 2014



Modulacao do Microbioma

Estado
fisiologico

Patologias Genética

Microbioma

Ambiente




Relacao Microbioma-Hospedeiro

Microbiota
slatus
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Altered gut Nicholson et al., 2012




Relacao Microbioma-Hospedeiro
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Altered gut Nicholson et al., 2012




Relacao Microbioma-Hospedeiro

Microbiota
slatus
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Altered gut Nicholson et al., 2012




Relacao Microbioma- Hospedeiro

Pontos chave

e Caracteristica da comunidade microbiana?
— Bactéria, arquea, fungos, virus, etc.

e Existéncia de um nucleo microbiano indicativo
de saude or patologias?
— Fatores que influenciam?

e Capacidade funcional do microbioma?

— Que comunidades microbianas relevantes?
* Funcao e metabolismo do hospedeiro?



Relacao Microbioma- Hospedeiro

* Trato gastrointestinal é a interface mais

importante entre a microbiota e o
hospedeiro

* Ecosistema diverso e complexo
— 500 — 1.000 diferentes espécies

— Atividade simbidtica e/ ou de competicao direta
entre comunidades microbianas



Microbiota: Trato Gastrointestinal
Caes e Gatos

* Em caes adultos, densidade microbiana varia ao
longo do TGl

— Estomago: 10%*to 10° unidades formadoras de col6nia
(CFU)/g;
* Proteobacteria (>99%): Helicobacter spp.

* Baixo pH, desfavoravel para o crescimento e
proliferacao microbiana

— Intestino delgado: 10° to 107 CFU/g
— Colon: 10° to 10 CFU/g

Benno et al., 1992; Johnston, 1999; Mentula et al., 2005;
Garcia-Mazcorro et al., 2012; Hooda et al., 2012



PCoA - Comunidade Microbiana do TGI de
Caes e Gatos

'E M B
feline J

Minamoto et al., 2012



Composicao Fecal Microbiana em Caes e
Gatos: Filo

Dominio| * Firmicutes

oD

Reino e Bacteroidetes

e Fusobacteria

Filo ou
Divi o

Classe | * Proteobacteria
Ordem * Actinobacteria
R Eml'lia:
:a Género:
4 Espécie:

Hooda et al., 2012; Minamoto et al., 2012



Filos Predominantes na Microbiota
Fecal de Felinos

% sequences

B Actinobacteria W Bacteroidetes

M Firmicutes M Fusobacteria

Barry et al., 2012; Ritchie et al., 2008 M Proteobacteria




Composicao Fecal Microbiana em Caes e
Gatos: Ordem

100% -
0% -
80% =
70% - B Others
0% - 71 Coriobacteriales
c0% - "] Bacteroidales
M Erysipelotrichales
A0% - rysip ‘
~ILactobacillales
0% <
M Clostridiales
20% =
10%
{ﬂﬁ -

Handl et al., 2011



Composicao Fecal Microbiana em Caes e
Gatos: Ordem

100% A~
mqﬁ 1 ﬁ
80% :
70 4 | H Others
50% - 7 Coriobacteriales
&% - 7l Bacteroidales
M Erysipelotrichales
40% - rysip
Clostridium clusters XIV and ~1 Lactobacillales
30% - IV predominates, géneros: B Clostridiales
0% - Dorea e Roseburia
1{:% _ﬂ
{ﬂ.ﬁ_ .
Dogs Cats

Handl et al., 2011



Composicao Fecal Microbiana em Caes e
Gatos: Ordem

100% o
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P OC(-)CCUS Lactobacillus
Lactobacillus

*\\\L

70% 4 | H Others
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60% o
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10% -

Handl et al., 2011



Composicao Fecal Microbiana em Caes e
Gatos: Ordem

100% 1 Turicibacter
S90% - Catenibacterium
Coprobacillus
80% =
70% B Others
0% - M Coriobacteriales
c0% - "1 Bacteroidales
M Erysipelotrichales
0% - rysip
~ I Lactobacillales
0% <
M Clostridiales
20% =
10% -
{ﬂﬁ -

Handl et al., 2011



Composicao Fecal Microbiana em Caes e
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Handl et al., 2011



Composicao Fecal Microbiana em Caes e
Gatos: Ordem

Slackia -
Collinsella Eggerthella
1 Olsenella
80% =
70% B Others
60% - 7 Coriobacteriales
S0 - 7l Bacteroidales
M Erysipelotrichales
40% o rysip ‘
~ I Lactobacillales
0% <
M Clostridiales
20% =
10% -
{ﬂﬁ -

Handl et al., 2011



Dendrograma Principais Familias Bacterianas
Fecais em Caes e Gatos Adultos

Bacterial families
|

Handl et al., 2011




OTUs

Diversidade da Microbiota
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Suchodolsky et al., 2008



Diversidade da Microbiota
TGI Felino: Ordens
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Ritchie et al., 2008




Diversidade da Microbiota

Gatos saudaveis Convencionais (A) e SPF (B)
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Ritchie et al., 2008
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Microbioma Gastrointestinal Canino

Amount Distance
Q379 6.00
2379 450

0.97 I ’ 150

oxl o —— 1 ] 30

Variables

3 00000
00000

& owowo
£ onoN
N -

8

F1S

KoC

KOBP|
HSM
omMmC
CCA

Sample

Proteobacteria

Firmicutes

Bacteroidetes Chlorobi group
Fusobacteria

Actinobacteria

Fungi Metazoa group
Spirochaetes

Cyanobacteria
Euryarchaeota

dsDNA viruses no RNA stage
Thermotogae

Chlorofiexi

Synergistetes

Chlamydiae Verrucomicrobia group|

Planctomycetes

Deinococcus Thermus

Aquificae

unclassified Bacteria

Fibrobacteres Acidobacteria_group
Retro transcribing viruses
Alveolata

Nanoarchaeota

Viridiplantae

Crenarchaeota

Principais filos:

* Proteobacteria (13-

15%)

* Fimicutes (31-35%)

* Bacteriodetes (37%)
* Fusobacteria (7-8%)
e Actinobacteria (1%)

Swanson et al., 2011



Microbioma Fecal Canino

Distance

Amount
Distance
17.06 & [ | 1.40
559 1.05
i 070
8
0.00 0,00

Sulfur Metabolism
Reguiation and Cell signaling
Motility and Chemotaxis
Miscellaneous

Fatty Acids and Lipids
Potassium metabolism
Nitrogen Metabolism
Metabolism of Aromatic Compounds
Prophage

Secondary Metabolism
Macromolecular Synthesis

Dormancy and Sporutation

Phosphorus Metabolism
Respiration

Stress Response

Membrane Transport

Cell Division and Cell Cycle
Clustering based subsystems
Carbohydrates

Unclassified

RNA Metabolism
Nucleosides and Nudeotides
Cofactors Vitamins Prosthetic Gro
Virulence

Cell Wall and Capsule

Protein Metabolism
DNA Metzbolism
Amino Acids and Denvatives

Variables
1

Principais categorias
metabolicas:

e Carboidratos (~13%)

* Metab. proteinas (~ 9%)

 Metab. DNA(~ 7%)

* Biosintese de parede
cellular(™ 8%)

e Derivados de AA (~7%)

* Viruléncia (~ 7%)

e Vitaminas e co-fatores de
metabolismo (~ 6%)

Swanson et al., 2011



Microbioma Fecal de Felinos: Estudo
Longitudinal Efeito da Castracao

Spirochaetes 8
€. .

* 30 filhotes de gatos
— 16 machos

«e"}\_ ' ﬂ’\ o%%% — 14 fémeas
/ /,. .~ % e |dade de castracido
, J A

— 19 semanas (precoce)

< \ e z_ — 31 semanas (tradicional)
: - I % e Coleta fecal
A\ Bile — 18, 30 e 42semanas de
. (\ idade
N 0 S  Dieta: Unica extrusada
G e s o ) ‘.;\&\@\“"
g .

Deusch et al., 2015



Microbioma Fecal de Felinos: Estudo
Longitudinal Efeito da Castracao

Spirochaetes

* 18 semanas
_ — Lactobacillus (35%)
, :  — Bifidobactéria (20%)

=
h 5
Genus abundance and colour e % E !‘q‘ L .\‘_\)‘e
. 05% + 10% O weekls ésﬁﬁ“’s «*
* S50% © 100% © week30 “S 1 g
@ 200% @ 300% o weeka2

Deusch et al., 2015




Microbioma Fecal de Felinos:
Estudo Longitudinal

Spirochaetes e
le,,. .

) e(es

5 y \

e 30 semanas

— Maior diversidade

A  Bacteroides

<
o
> %
v = [+
< g &~ %
o > (5%
g PP
- “A.‘"

< v Z * Prevotella
% s \ : ' * Bifidobacteria
e — * Clostridium
<\  Lactobacillus
Qe %2
S—

* 50% © 100% oﬁ-;.~a 30 ;i, 7: 5 DeUSCh et al., 2015
@ 200% @ 300% week 42




Microbioma Fecal de Felinos:
Estudo Longitudinal

Spirochaetes ey
€.
o7
e,
€s

42 semanas

A Nl A — Estabilizac3o da
. = _ ~:; %o(\ . .
/’\ LA diversidade
, J A

— Principais grupos

: >
) \\ Teamers 3 taxondmicos
% e & * Bacteroides
N\ 4 - * Prevotella
; <\  Megasphaera (>8%)
%G"qe : \ X
Genus abundance and colour .' \Cg\e(,
05% -+ 1.0% 18 ((\\&
@) 203-.. @: 0'-

Deusch et al., 2015



Microbioma Fecal de Felinos:
Estudo Longitudinal

Carbon metabolism [ko01200] Flagellar assembly [ko02040]
o
° °
o ° -
° °
008 2 o e © ° *» .° -
a'e W_
° o ° o ? s ..o..'
Bacterial chemotaxis [ko02030]
o
° °
- o0 .
4
o°8 8 o 0o© o e .' 8
% o @ 8 ® a PR A
2 e o °. : : () 3 ..:...' .ﬁ
- °o o o. ° o

Age(weeks) © 18 @ 30 © 42
Deusch et al., 2015



Alteracoes da Microbiota

Estado
fisiologico

Microbioma




Relacao Microbioma- Hospedeiro

e Gatos geriatricos — Taxas
Predominantes

— Actinobacteria
e Coriobacteriaceae
e Bifidobacterium

— Firmicutes

e Clostridium cluster XIV

* Bactérias que produzem acido
latico
— Lactobacillus

Jiaetal., 2011



Diversidade da Microbiota — Durante
Desenvolvimento de Obesidade em Gatos

PD whole tree: Period

25|
Q
2 20l
;I
e
" P < 0.05
5 15+ wk 0, 6 vs. 12, 24, 36
O
s
g . Wk O
L 10t
£ B Wk
- B wk12
S B wk2a
5 B wk3e
O i i i i i i i i
0 20000 40000 60000 80000 100000 120000 140000 160000

Sequences Per Sample

de Godoy et al., unpublished



PCoA- Durante Desenvolvimento de
Obesidade em Gatos

IPC2 (10 %) <
Il wko
B wke
] wk12
B wk 24
B wk 36
<
®
Y @
. ¢ o L ¢
o 8 ¢ Ve .
o g
‘ e ® .. ¢
¢ O <
FC3 (8 %) PC1 (19 %)

de Godoy et al., unpublished



Modulacao do Microbioma

Genética

Microbioma




Princpal Component Score 2 (16 7%)

Relacao Microbioma- Hospedeiro
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Hand et al., 2013




Modulacao do Microbioma

Patologias

Microbioma




Alteracoes no Microbioma em Gatos
com Diarréia

observed species: Duration

A Observed species

3500 6000 + p<0.001
3 ::::‘ =
$ 3000| 3 = Seastt Nty .:“' -
g a 0 ‘ﬁagﬁ
» o s aa
& 2000 . s :.:“
@ s -

2500 &
§ o - - / —
o
) : /
s 2000 o
£ 1500} j/‘/
c
=)
2 1000}
o B Acvc diarrhes
&

S00L B Ohronic dlarrbes |
B Heaky
0 s A A e . e
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000

Sequences Per Sample
Suchodolski et al., 2015




Frequéncia de Defecacao e Diversidade da

Microbiota
B observed species: Stools day
3500l Stools per day
@ " per day
@
é 3000 B 2per day
w
g' B 3 per day
2 2500¢ a
o 6 da
§ o /V/
g 2000t f””_,——""
2 [ //
£ 1500] ot il S W,
c / ./
S L —
% 1000} e _
5 st
[+ 4
S00}
0 2 2 2 2 2 2
) 2000 4000 6000 8000 10000 12000

Sequences Per Sample

Suchodolski et al., 2015




Diferengas da Microbiota em
Gatos Saudaveis e Doentes

e Saudaveis
— WV Proteobacteria

Bl Dwarrhea W Healthy

o * Delta
— WBacteroidaceae
S .. — W Roseburia e Megamonas
L em——
:..’.OT:L-"-

R * Doentes
o ee————
|- — A\Proteobacteria

-80 64 48 -32 -16 00 16 32 48 64 80
LDA SCORE (log 10) e Gama e beta

— A Firmicutes
* Clostridium

Suchodolski et al., 2015



Diferen¢as na Fungao Microbiana
em Gatos Saudaveis e Doentes

B Diarrhea [ Healthy
1 1 | | | 1 1 | |
: H’E‘Tﬂbﬂ“im
GlycanBiosynthesisandMetabolism
MetabolismofCofactorsandVitamins

N Transcriptionfactors
I - o< hotransferasesystem PTS.
R /5 transparters
B ansportecs .
N e mbraneTransport _
_ — Erwm:mrnentallnfmrnahnnPrnces.imgi
1 1 ]

-4 =3 =2 =1 0 1 2 3 4
LDA SCORE (log 10)

Suchodolski et al., 2015



Diarréia Aguda Diminui
Faecalibacterium

Faecalibacterium

8 - p<0.001
6 - l:::n
ALk
e A&
E 4 l-l.nl
_E l.l.‘;.l
2 l‘i
prrvewwy
0

Healthy Acute diarrhea Chronic diarrhea

Suchodolski et al., 2015



Modulacao do Microbioma

Microbioma

Ambiente




Efeito do Tratamento com Antibiotico
na Microbiota Fecal de Felinos

d-14 do d7 di4 d21 d 28 d 35 d 42

o
Diet = Antibiotic Washout
adaptation treatment period

Enrofloxacina
(Baytril)

de Godoy et al., unpublished



Diversidade da Microbiota— Antes, Durante e
Apos Tratamento com Antibiotico

Rarefaction Measure: PD whole tree

)
wn
T

rJ
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[
wn
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[
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_[_-4

m DO

m D7

m D14
m D21
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D35

D 42

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000

Sequences Per Sample

de Godoy et al., unpublished



PCoA - Antes, Durante e Apos
Tratamento com Antibiotico

PC2 (9 %) .
¢
o
v v .t .Qw m DO
& | e v
@ ® _ ¢
e © c® D 14
Q ® o o , .
o © v o ¢ ¢ TN m D21
¢ ¢
® o - m D28
O e®
C D 35
¢ D 42
o
O

PC1 (34 %)
PC3 (7 %)

de Godoy et al., unpublished



Relacao Microbioma- Hospedeiro

 Microbioma de caes e gatos
— Cavidade oral
—Trato urinario e genital
—Epiderme



Relacao Microbioma- Hospedeiro

* Microbioma de caes e gatos

—Cavidade oral

* Periodontite afeta mais de 70% gatos adultos
* Caes
—95-100% gingivite

—50-70% periodontite 1 , &

Lommer and Verstraete, 2001; Harvey et al., 1995
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Abstract
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publc health considerations. Althoug!
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Draft Genome Sequences of 26 Porphyromonas Strains Isolated from

the Canine Oral Microbiome
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We present the draft genome sequences for 26 strains of Porphyromonas (. canoris, P. gulae, P. cangingavalis, P. macacee, and

ily. All of these strains were isolated from the ca:

Actr (21%), { d ) and an unidentified member of the Porpl
(12.3%) were predominantinthecani  nine aral cavity, from dogs with and without early periodontal disease.
human samples were

Prevotela (8.4%), and Vellionelia (8.1
samples were Actinomyoes (17.2%),
ium (11.8), and Neisseriz (7.2%). The
appreciably aifferent, and similanty in
correlated with residing in the same
Porphyromonas canigingivals, Yanne
humans was suspectec. The finding ¢
tne canine oral microbiome may be &

Me:r.bes of the Porphyromaonas genus have been shown 1o be
present in periodontal disease in both humans and dogs (1,
2). As part of a larger study on canine periodontal disease (1), 2
numbes of Porphyromanas strains were isalzted, cultured, and se
quenced.

The study cobort comprised client-owned pet dogs that pre

sented at a veterinary referral dental dinic (The Veterinary Dental
Surgery, Surrey, United Kingdom). Only dogs under anesthetic
for roatine dental < other naninfect i
were included i the stucy. No dogs were anesthetized solcly for
the callection af plaque samples. For further detads sec our poev
ausly published work on this cobart (1).

Early Canine Plaque Biofilms:
Characterization of Key Bacterial
Interactions Involved in Initial
Colonization of Enamel

Lucy J. Halcombe®, Nean Patel, Alison Colyer, Oliver Deusch, Claran O'Flynn,
Stephon Harris
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Abstract

Perodantal disease (FO) s a sonificart prodiem In cogs affectng between 44%
and 63.6% of the population. The man eticicgical agent for PO is plague. o
mcrobial biofim that colonizes teeth and causes inflammation of the grgiva
Undarstandng how #7358 Dofim initiates on the tooth surtacs s of cantral mpotancs
in developing interventons against PO. Athough the stages of plague development
on human teeth have boen wel characierized ittle Is known abcct how canne
pague develops. Recen studies of the Canma orE! Microdome have revealad
dstingt diManmnces betwaan T8 caning and human oral anveanments and the
bacierial communiies ey SuDport, partcularly with respoct 1o healty pacue
These dfferences mean inowledge about the nature cof plague foemation in
humans may not s divactly transiatable 1o dogs. The aim of this study was 1©
igenily the bactedal speces mportant in the eady siages of canine plague
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Distribuicao Relativa do Filo
Microbiano Oral — Gatos Saudaveis
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PCA: Microbiota Subgengival de Gatos Saudaveis,
com Gengivite ou Periodontite em Fase Inicial

Principal Component Score 2 (8.5%)

@ Gingivitis
e PD1

Principal Component Score 1 (14.2%)

Harris et al., 2015



Desafios

* Padronizacao da tecnologia
— Facilitar comparacao entre estudos
— Minimizar influéncia de primers usados

e Caracterizacao mais detalhada do microbioma

— Sequenciamento mais profundo

* Género, espécies, estirpes

e Ecosistema dinamico

— Estudos longitudinais




Desafios

* Desenvolvimento de
plataformas que facilitem a
analise de dados e a
integracao de diferentes
bancos de dados

— Metaboloma + microbioma +
transcriptoma



Oportunidades

* Proprietarios de caes e gatos
— Aumentar longevidade
— Melhorar qualidade de vida

— Minimizar doencas




Oportunidades

» Cdes e gatos =2 adequado modelos animais
pra humanos

— Semelhante doencas
— Dividem mesmo ambiente
— Dieta semelhante

* Apresentam varias vantagens:
— Controle da dieta e ambiente
— Facilita estudos longitudinais



Proximos Capitulos...

* Fatores que levam a
microbiota a resistir e (ou)
se recuperar de
perturbacoes

Estratégias para
manipulacdo da microbiota/
microbioma = saude




Proximos Capitulos...

* Expandir conhecimento da
interacao microbioma-
hospedeiro em diferentes
partes do corpo
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